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Sistemas de liberación sostenida basados en nanopart́ıculas
conteniendo péptidos antimicrobianos para el tratamiento de
infecciones mediadas por bacterias resistentes
Laura Aguerri
Resumen
Cuando se produce una herida en la piel, nuestro cuerpo pone en marcha un mecanismo com-
plejo de regeneración del tejido. Sin embargo, si se dan ciertas condiciones, como la existencia
de una patoloǵıa sistémica previa, este proceso se puede interrumpir y prolongar en el tiempo.
De esa manera, la herida puede convertirse en una herida crónica. En ellas es frecuente que
ocurran complicaciones, como la aparición de infecciones bacterianas. La especie bacteriana más
común en infecciones de este tipo es Staphylococcus aureus, que posee una gran capacidad de
adaptación y forma unas estructuras, denominadas biofilms, que confieren protección. Existen
ya cepas de S. aureus resistentes a la acción de distintos antibióticos, y la OMS ha alertado de
la necesidad urgente de desarrollar nuevos fármacos para tratar infecciones mediadas por este
patógeno. En este contexto surge el presente trabajo. En él se ha propuesto una terapia alter-
nativa (una protéına antimicrobiana, la lisostafina) y se ha evaluado su capacidad bactericida
en experimentos con tres cepas diferentes de S. aureus en biofilm y sin él (cultivo planctónico).
Además, para transportar la protéına hasta el sitio de acción y aportar cierto valor añadido,
se ha hecho uso de la nanotecnoloǵıa. Se pretend́ıa desarrollar un sistema por el método de
emulsión doble basado en nanopart́ıculas poliméricas que contuviesen la protéına en su interior
y la liberase de manera sostenida en el tiempo. Probando este sistema contra las bacterias en las
mismas condiciones que la protéına libre, se podŕıa establecer una comparativa entre la acción
bactericida de la protéına libre y la de la protéına contenida en las part́ıculas. Sin embargo, esto
no fue posible debido a que durante la śıntesis de los sistemas particulados surgieron distintos
inconvenientes, probablemente debido al método utilizado.
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6. Ĺıneas futuras 26
Referencias 27
Anexos 32
Anexo I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
Anexo II . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
Anexo III . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
Abreviaturas
Abs Absorbancia
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1. Introducción
La piel es el órgano más extenso del cuerpo humano y su función principal es la de servir
como barrera protectora frente al entorno. [1] Cuando una herida ocurre en ella se ponen en
marcha mecanismos de regeneración con el objetivo de restaurar su estructura y función. [2]
Aśı, el proceso de cicatrización de una herida es una transformación compleja, ya que está me-
diada por multitud de factores bioqúımicos, mecánicos y ambientales muy relacionados entre
ellos. [3, 4] Este proceso es dinámico y colaborativo [1, 5] dado que intervienen en él diferentes
señales y tipos celulares. [6] Aunque esta transformación es continua, en general, se puede dividir
en cuatro fases que, muchas veces, se solapan entre śı: [5, 7]
• Fase de hemostasis: Cuando se produce la herida se rompen o dañan tanto células co-
mo capilares sangúıneos que se encuentran alrededor, de manera que ocurre la extravasación o
derrame de sangre por la zona. [8] Durante esta fase, también llamada respuesta inmediata [6],
ocurren procesos que tienen como objetivo conseguir la hemostasis, interrumpiendo la hemorra-
gia, y protegiendo el sistema vascular de la zona afectada. Por un lado, el tejido de los vasos
sangúıneos implicados se contrae (vasoconstricción) para evitar el desangramiento; [5, 7] y por
otro, las plaquetas se activan y agregan, formando una red con la fibrina (una protéına insoluble)
que, además de taponar provisionalmente la herida formando un coágulo, sirve como andamio
para el posterior desarrollo del tejido. Este tapón, formado por fibrina y plaquetas, se convertirá
poco a poco en la costra. [1, 5, 6]
• Fase de inflamación: Tiene como finalidad limpiar la zona afectada y contener el daño en
un sitio localizado. [3] Aśı, la zona se prepara para la posterior reparación del tejido. La región
afectada se enrojece, inflama y va apareciendo la costra. Los vasos sangúıneos ahora ya se dilatan
(la permeabilidad vascular aumenta) y también se activan una serie de procesos inmunológicos
de defensa. [5] De ese modo, pueden llegar a la zona leucocitos (sobre todo, neutrófilos primero y
macrófagos después), que son células del sistema inmune presentes en la sangre. [6] Estas células
tratan de evitar que se produzca una infección, destruyendo y fagocitando bacterias, part́ıculas
extrañas y células y tejido muerto. [5] Por tanto, es una etapa crucial en el desarrollo de infec-
ciones.
• Fase de proliferación: Comienza la reparación del tejido. En esta fase, células madre
aśı como células propias del tejido conectivo, los fibroblastos, migran hacia la zona afectada
y sintetizan y organizan nueva matriz extracelular, que va reemplazando la red provisional de
fibrina. [5, 7] Se va formando aśı tejido de granulación (rico en colágeno) [4, 9] y la herida se va
contrayendo (a la vez que migran células epiteliales, los ĺımites de la herida se aproximan y se
reduce su tamaño). [9] De manera simultánea se produce la regeneración de los vasos sangúıneos
afectados (angiogénesis). [4, 5]
• Fase de maduración o remodelación: El número de células implicadas (como macrófa-
gos o fibroblastos) disminuye, el tejido de la herida madura y se forma la cicatriz. [4, 7, 10] Las
fibras de colágeno se reorganizan y remodelan, aportando resistencia al tejido. Con el paso del
tiempo la resistencia del tejido de la cicatriz alcanza un máximo, siempre menor al del tejido
sano que reemplaza (en torno al 70-80 %). [7, 11]
1.1. Tipos de heridas
Las heridas se pueden clasificar atendiendo a diferentes criterios. [12] Según el tiempo que
tardan en curar, las heridas pueden ser agudas o crónicas. [4,5] En las heridas agudas la repara-
ción del tejido ocurre de manera normal y ordenada (como se ha descrito anteriormente), y suele
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completarse en un periodo de tiempo menor a 30 d́ıas. [5, 7] Sin embargo, dada la complejidad
del proceso, éste no siempre ocurre de esa manera. Aśı, las heridas crónicas son aquellas en las
que se produce la interrupción o el fallo de uno o varios procesos implicados en la regeneración
del tejido o de su función. Como resultado, requieren un largo periodo de tiempo para curarse1.
En los peores casos puede no llegar a conseguirse nunca. [2, 3, 7]
Mientras que las heridas agudas suelen ser consecuencia de traumatismos o intervenciones
quirúrgicas, las heridas crónicas están asociadas en la mayoŕıa de los casos a otras patoloǵıas,
locales o sistémicas, que dificultan la normal recuperación del tejido. [3, 5, 13] Entre las más
comunes se encuentran las úlceras de pie en el caso de pacientes diabéticos, las úlceras venosas
asociadas a trastornos vasculares o las úlceras de presión o decúbito, que surgen tras una presión
prolongada en la piel. [14] Las heridas crónicas no sólo suponen un riesgo para el paciente
y su calidad de vida sino que también representan un reto para los sistemas de salud y la
economı́a de todo el mundo. [13, 15] Al coste del propio tratamiento se le suman los cuidados
de enfermeŕıa e incluso, a veces, la estancia hospitalaria. Además, hasta la fecha tan solo han
sido aprobadas por la FDA cuatro terapias para el tratamiento de este tipo de heridas en la
piel (Dermagraft, Graftskin e Integra, como sustitutos dérmicos, y rhPDGF, basada en factores
de crecimiento). [16–20] Por todo ello urge la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para
solventar este problema.
1.2. Complicaciones asociadas: La infección
La dificultad para tratar las heridas crónicas muchas veces no radica en la propia herida,
sino en la patoloǵıa principal de los pacientes y en las complicaciones que pueden surgir en el
proceso de curación. De entre estas últimas las infecciones bacterianas son una de las más
frecuentes y pueden suponer la interrupción del proceso de regeneración. [21]
La piel es la primera ĺınea de defensa frente a la entrada de agentes externos. Si se daña,
capas más internas del tejido quedan expuestas y bacterias provenientes del ambiente o de otras
áreas de piel sana pueden acudir. Sin embargo, la mera presencia de bacterias en una herida
no implica que haya infección. Para que ésta ocurra, se debe sobrepasar un ĺımite cŕıtico (105
bacterias/gramo tejido) en el que la densidad de bacterias, que se van reproduciendo continua-
mente, es lo suficientemente alta para invadir capas más internas del tejido, tomando el control
de la zona. [14,21] Si la infección no remite, puede acabar extendiéndose por todo el cuerpo.
1.2.1. Staphylococcus aureus: resistencias y biofilm
En las heridas crónicas es común que convivan varias especies bacterianas. [22] Aunque sue-
len predominar bacterias del género Staphylococcus, también es frecuente encontrar otros como
Enterococcus o Pseudomonas. [22–24] De entre los primeros, Staphylococcus aureus es el
patógeno más frecuente en heridas crónicas infectadas. [25] Asimismo, esta especie bacteriana
está asociada a muchas otras infecciones en humanos, como el impétigo (infección en la piel
común en niños), bacteremia (infección de la sangre), o aquellas llamadas nosocomiales (ad-
quiridas en los hospitales). [26–28] También es una fuente frecuente de infecciones asociadas a
implantes o prótesis. [29,30] En la lista de patógenos prioritarios que precisan del desarrollo de
nuevos tratamientos para combatirlos que la OMS publicó en 2017, S. aureus cuenta con una
prioridad alta debido a la existencia de cepas de esta especie resistentes a antibióticos conven-
cionales como la meticilina o la vancomicina. [31] Entre las causas de su patogenicidad destaca
la capacidad de este organismo de adaptarse a diferentes ambientes y a formar estructuras de-
nominadas biofilms, que hacen más dif́ıcil su eliminación.
1Algunos autores exponen que es de 4-6 semanas, pero no hay un consenso claro al respecto.
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En general, las bacterias pueden crecer en dos formas distintas: en estado planctónico y
en biofilm. En el primero, las bacterias se encuentran suspendidas en el medio, flotando sin
adherirse a superficies, y es el tipo de crecimiento más común ensayado en los laboratorios. Sin
embargo, en la naturaleza es más frecuente que ocurra el biofilm. Se trata de una estructura
densa y heterogénea en la que varias poblaciones de bacterias conviven y están rodeadas de una
matriz muy hidratada que les permite unirse a otras superficies tanto orgánicas como inertes. [32]
Además, estas estructuras confieren protección, sirviendo como barrera f́ısica y reduciendo la
difusión de compuestos tóxicos entre el medio externo y el biofilm. De hecho, se ha visto que las
bacterias presentes en los biofilms son de 100 a 1000 veces menos sensibles a los antibióticos que
las que crecen de manera planctónica. [33] En el caso de las heridas crónicas, la prevalencia de
los biofilms en ellas es del 78 %, según una revisión sistemática combinada con un metaanálisis
publicada en 2017. [34] Además, la existencia de biofilms de S. aureus se ha relacionado con
deficiencias en la formación de tejido de granulación, [35] interrumpiendo el proceso de curación
de la herida y contribuyendo a su cronicidad.
1.3. Los AMPs como alternativas a los antibióticos
Dado que los métodos convencionales para tratar infecciones en la piel implican el uso de
antibióticos tópicos que muchas veces no son del todo efectivos y propician la aparición de re-
sistencias, es preciso desarrollar terapias alternativas que reduzcan su uso.
En la actualidad, una de las ĺıneas de estudio es el uso de protéınas y péptidos con pro-
piedades antimicrobianas (AMPs). Los AMPs se encuentran en infinidad de organismos,
como animales, plantas o bacterias, y forman parte de mecanismos propios de defensa. [36, 37].
Actúan en concentraciones muy bajas, de manera rápida y directa, y suelen hacerlo sobre la
membrana del agente microbiano. [38, 39] Se ha sugerido que su modo de acción se basa en
ataques simultáneos sobre diferentes dianas de la membrana, lo que se traduce en una rara
probabilidad de provocar resistencias. [38–40] Además de ser potentes, pueden tener actividad
inmunomoduladora, activando procesos como la migración celular que tratan de eliminar los
microorganismos causantes de la infección. [36] Diversos estudios indican también que pueden
ayudar en procesos como la śıntesis de colágeno o la angiogénesis. [41–43]. Sin embargo, su uso
directo en formulaciones tópicas parece estar limitado debido a una baja estabilidad y actividad
en el entorno de la herida y problemas de toxicidad. [40,44] Es por ello que desarrollar sistemas
seguros que sirvan de veh́ıculo o confieran protección a los AMPs sin dañarlos y manteniendo
su actividad es esencial.
En este estudio se pretende desarrollar un sistema nanoestructurado basado en la liberación
sostenida en el tiempo de un AMP como agente terapéutico para tratar infecciones mediadas
por bacterias. En concreto, se trata de part́ıculas poliméricas que contienen una protéına anti-
microbiana, la lisostafina, dispersa en su interior. La lisostafina actúa espećıficamente contra S.
aureus, en concentraciones similares a las de los antibióticos (µg/mL) y se ha utilizado tanto en
estudios in vitro como in vivo. [45,46] Se ha ensayado en planctónico y en biofilms, y también ha
mostrado una actividad sinérgica en combinación con antibióticos. [47,48] El poĺımero utilizado
es ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA) que, en condiciones fisiológicas, sufre hidrólisis
y se degrada en compuestos metabolizables por el organismo (ácido láctico y ácido glicólico).
Además de transportar el fármaco al sitio de acción, la degradabilidad del PLGA (fácilmente
modificable variando parámetros como la composición de cada poĺımero), convierte al sistema
en uno de liberación sostenida. Es decir, el activo terapéutico (lisostafina) se va liberando con-
forme el poĺımero se degrada, de manera que se consigue una acción prolongada en el tiempo.
Incorporando este tipo de sistemas en forma de cremas o en apósitos se podŕıa conseguir dis-
minuir el número de aplicaciones necesarias, aumentar la disponibilidad y seguridad del agente
terapéutico y mejorar aśı la calidad de vida del paciente a la vez que se disminuye el uso de
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antibióticos.
1.4. Objetivos y etapas del trabajo
En cuanto a los objetivos académicos, el presente trabajo pretende aunar los conocimien-
tos adquiridos durante el máster y aplicarlos a una cuestión real, como es la comprensión del
problema biomédico de las heridas crónicas cutáneas, tratando a su vez de diseñar una estrategia
nanoterapéutica para combatirlo.
Entre los objetivos espećıficos del trabajo se encuentran, por un lado, la búsqueda de
una terapia biológica (protéına) comercial con acción bactericida (en este caso, la lisostafina).
Una vez propuesta la terapia se quiere determinar su acción antimicrobiana frente a tres cepas
bacterianas de S. aureus. Una de ellas está modificada genéticamente para que exprese una pro-
téına fluorescente (S. aureus GFP), mientras que las otras dos son cepas cĺınicas: una sensible
a la meticilina (MSSA) y otra resistente a ella (MRSA); S. aureus Newman y USA 300 respec-
tivamente. El siguiente objetivo es sintetizar part́ıculas poliméricas por la técnica de emulsión
doble que contengan la protéına en su interior y sirvan de veh́ıculo para la misma a la vez que
se consigue una liberación sostenida en el tiempo. Una vez sintetizadas y caracterizadas estas
part́ıculas, se pretende probarlas frente a las tres cepas bacterianas para poder comparar su
efecto antimicrobiano con el de la protéına sin encapsular.
Las diferentes etapas del trabajo quedan representadas en el siguiente diagrama de flujo:
Figura 1: Etapas (verde) y subetapas (gris) del trabajo.
2. Materiales
2.1. Cepas bacterianas y reactivos
En este estudio se utilizaron tres cepas bacterianas (S. aureus GFP, S. aureus Newman
y S. aureus USA300), todas ellas cedidas por la Dra Cristina Prat (IGPT, Badalona). Los
medios de cultivo, Trypticasein Soy Agar (TSA) y Tripticasein Soy Broth (TSB), pertenecen a
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la casa comercial CondaLaB, y el tampon fosfato salino Dubelcco (PBS) pertenece a Biowest.
La lisostafina y el blanco de calcoflúor fueron adquiridos en Sigma. De la protéına se adquirieron
2 lotes diferentes (ver Anexo I). La dilución de uno de ellos fue realizada en buffer ácido (pH
4.2) preparado a partir de ácido acético (99,8 %, Acros Organics) y acetato de sodio (99,0 %,
Sigma). El otro lote fue disuelto en una mezcla de PBS y agua ultrapura (mili-Q). Para la śıntesis
de part́ıculas se utilizó ácido poli(láctico-co-glicólico) (Resomer R©RG 504, Evonik; ratio 50:50
(L:G)), acetato de etilo (99.6 %, Acros Organics) en la fase orgánica, PBS para la fase acuosa y
colato de sodio hidratado (99 %, Alfa Aesar) como surfactante.
2.2. Equipos
En los experimentos con bacterias se utilizó un contador de bacterias (Synbiosis), una estufa
y un microscopio invertido de fluorescencia (Olympus IX 81). En la śıntesis de NPs se utilizó,
un sonicador digital de dedo (Branson) a 450W de potencia, una centŕıfuga (Megafuge 16R,
Thermo Scientific) y una placa de agitación (2mag). Para la caracterización de las part́ıculas se
utilizó una ultramicrobalanza (MIA 5/2Y, Radwag), un equipo de dispersión dinámica de la luz
(90Plus, Brookhaven) y un espectrofotómetro (V-670, Jasco). También se utilizó un microscópico
electrónico de barrido (Inspect-F50, FEI) del Laboratorio de Microscoṕıas Avanzadas (LMA).
Para el ensayo de la BCA se utilizó un espectrofotómetro para placas de microtitulación (Odyssey
CLx, LI-COR Biosciences).
3. Métodos
3.1. Elección de la protéına: la lisostafina
Inicialmente se realizó una búsqueda bibliográfica de AMPs que fueran activos frente a S.
aureus y se propusieron algunos AMPs como CF-301, gp144 o LysK; pero se descartaron por
no encontrarse disponibles comercialmente. La búsqueda continuó hasta encontrar la lisostafi-
na, disponible en varias casas comerciales y con propiedades antiestafilocócicas. Además de lo
comentado sobre ella en el apartado 1.3, también se encontró otra información que la haćıa muy
atractiva. Por un lado, la resistencia a la lisostafina está muy poco reportada. Además, se ha
visto que la adquisición de resistencia hacia ella está asociada con una pérdida de resistencia
(mayor sensibilidad) a los antibióticos del tipo β-lactámicos, los más usados. [49] Asimismo
se ha utilizado en materiales de distinta naturaleza. Prueba de ello es la śıntesis de fibras de
celulosa conteniendo la protéına, que presentan buena biocompatibilidad y actividad antimi-
crobiana en un modelo de piel infectada con S. aureus. [50] También se ha utilizado con éxito
en recubrimientos de implantes de titanio para prevenir la inflamación de los huesos asociada
a infecciones. [51] Hasta la fecha, sólo se ha encontrado una referencia de su uso en part́ıcu-
las sintetizadas por emulsión doble, [52] por lo que su uso en este estudio resulta más atractivo
y ambicioso. En cuanto a las desventajas para su utilización destaca su coste, relativamente alto.
En cuanto a su clasificación, la lisostafina pertenece al grupo de las bacteriocinas. De manera
sencilla esto implica que es secretada como mecanismo de supervivencia por unas bacterias con
el fin de inhibir el crecimiento o la acción de otras. En concreto, la lisostafina es secretada y libe-
rada al exterior por Staphylococcus simulans, y su actividad es espećıfica frente a otras bacterias
de su género (Staphylococcus). En cuanto a sus propiedades moleculares, se trata de una me-
taloenzima (contiene zinc), de 27kDa de masa molecular y compuesta por 246 aminoácidos. Su
modo de acción se basa en adherirse y romper o lisar la pared bacteriana, [53] cuyo componente
principal es el peptidoglicano. El peptidoglicano es un copoĺımero formado por residuos alternan-
tes de N-acetilmurámico y N-acetilglucosamina. En el caso de S.aureus, el N-acetetilmurámico,
a su vez, se une a un péptido de cuatro aminoácidos, conectados entre śı mediante pentaglicinas
(péptido formado por 5 aminoácidos glicina unidos linealmente). Parece ser que la lisostafina se
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une a las glicinas y actúa espećıficamente rompiendo el enlace entre la tercera y la cuarta (ver
Fig. 2), hidrolizando aśı la pared bacteriana.
Figura 2: Modo de acción de la lisostafina sobre la pared bacteriana. Ésta se une espećıficamente
entre la tercera y la cuarta glicina (G) y rompe el enlace que las une. De esa manera, la pared
bacteriana se destruye. Adaptada de [54].
3.2. Determinación de la actividad antimicrobiana de la protéına libre
Previamente a la śıntesis de part́ıculas se quiso comprobar la acción bactericida de la pro-
téına libre. Para ello, se utilizó un procedimiento de microdilución en caldo, que es el método
de referencia para comprobar la susceptibilidad antimicrobiana y sirve para determinar la con-
centración mı́nima inhibitoria (MIC). La MIC se refiere a la concentración más baja del
agente microbiano (en nuestro caso, la lisostafina) que impide el crecimiento bacteriano en las
condiciones ensayadas. [55] Ésta se asume cuando las muestras incubadas con la protéına pre-
sentan una reducción en la población bacteriana de en torno a 2 logaritmos decimales (o mayor)
con respecto al control (sin protéına). En este ensayo también se determinó la concentración
mı́nima bactericida (MBC), que se describe como la concentración más baja que produce la
muerte total de la población bacteriana inicial.
La actividad antimicrobiana de la lisostafina se evaluó tanto para el cultivo planctónico como
para el biofilm (antes y después de formarlo). Para la determinación de ambas concentraciones
(MIC y MBC) se realizaron experimentos con cada una de las cepas por separado (un mı́nimo
de 3 veces cada experimento). En cada uno de ellos se preparaban 2 muestras independientes
a cada concentración de protéına que se queŕıa probar (además del control sin protéına). Por
cada muestra se obteńıan finalmente tres resultados expresados como Unidades Formadoras
de Colonias (UFC)/mL.
El primer paso en todos ellos fue la preparación del inóculo (suspensión de bacterias (20 µL
en 4 mL de caldo de cultivo TSB) que se incubó en condiciones de crecimiento (16h, 37oC) y
agitación. Pasado ese tiempo, se comprobó que hab́ıan crecido de manera correcta (por medidas
de densidad óptica) y se continuó con el experimento:
Cultivo planctónico: La concentración del inóculo se ajustó con TSB a 105 UFC/mL y se
utilizó para preparar las muestras. Cada una de ellas estaba formada por una concentración
distinta de protéına en un volumen final de 1 mL de muestra. Tras su preparación, las
muestras se incubaron (24h, 37oC, agitación). Pasado ese tiempo, se realizaron diluciones
seriadas de cada una de ellas en PBS y se sembraron (3 aĺıcuotas distintas de 25µL por
cada muestra) en agar nutritivo (placas de Petri con TSA). Las placas de TSA inoculadas
se incubaron en la estufa (37oC) toda la noche en estático y al d́ıa siguiente se contaron
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las colonias que hab́ıan crecido en cada una de las aĺıcuotas sembradas y se calcularon las
UFC/mL. Aśı, se obtienen 3 resultados de UFC/mL por cada muestra.
Cultivo en biofilm: Se desarrolló acorde al método utilizado anteriormente en el grupo.
[56] En ambos experimentos la concentración del inóculo inicial se ajustaba a 107 UFC/mL.
• Antes de formarlo: Las muestras se prepararon a partir del inóculo de manera
similar al cultivo planctónico (concentraciones crecientes de protéına y volumen final
de 1mL en TSB). De cada muestra se adicionaron 100 µL a un pocillo distinto de una
placa de microtitulación y se incubaron toda la noche (37oC) en estático para permitir
la formación del biofilm. Al d́ıa siguiente, el medio ĺıquido presente se retiró de las
placas y se realizaron dos lavados con PBS para retirar las bacterias en suspensión y
restos de protéına presentes. Tras los lavados, el biofilm se rompió (baño sonicador, 15
min, 200W) y se realizaron diluciones seriadas de las muestras en PBS, se sembraron
en placas de TSA y se incubaron. Al d́ıa siguiente se contaron las colonias de cada
aĺıcuota y se calcularon las UFC/mL correspondientes.
• Después de formarlo: Se adicionaron 100 µL del inóculo inicial a cada pocillo de
la placa de microtitulación y ésta se incubó durante 24h. De esta forma, el biofilm se
formaba en el fondo del pocillo. Al d́ıa siguiente, se retiró el medio ĺıquido sobrante
y los pocillos se lavaron dos veces con PBS. A su vez, se prepararon disoluciones de
la protéına en TSB a distintas concentraciones y se adicionaron 100 µL de cada una
a los distintos pocillos con el biofilm ya formado. La placa se incubó toda la noche
y al d́ıa siguiente se retiró el medio ĺiquido sobrante y se lavó con PBS. El biofilm
se rompió (baño sonicador, 15 min, 200W) y las muestras se diluyeron, sembraron e
incubaron. Al d́ıa siguiente se contaron las colonias y se calcularon las UFC/mL.
Asimismo, se quiso comprobar cómo se formaba el biofilm mediante microscoṕıa de fluores-
cencia. Para visualizarlo, se realizó una tinción con blanco de calcoclúor, un compuesto que tiñe
de azul fluorescente la matriz extracelular del biofilm. El biofilm se formó en el fondo de los
pocillos de la placa, se añadió el compuesto y se incubó en la oscuridad (1 min, temperatura
ambiente). Después, los restos del tinte se desecharon y se lavaron los pocillos dos veces con
PBS. Se dejaron secar y se observaron con el microscopio de fluorescencia invertido. Se pueden
ver imágenes del biofilm de las tres cepas en el Anexo II.
3.3. Śıntesis de part́ıculas PLGA-Lst
En este apartado se detalla el protocolo final de la śıntesis realizado para formar las part́ıcu-
las. Se trata de una adaptación de un método anterior desarrollado en el grupo. [57] Las distintas
pruebas realizadas hasta llegar a él se detallan en el apartado 4.2 y en el Anexo II.
La śıntesis de nanopart́ıculas se llevó a cabo mediante el método de emulsión doble water-
oil-water (W1/O/W2) seguida de la evaporación del disolvente orgánico. En un primer paso, el
poĺımero es disuelto en una fase orgánica (oil ; O) y la protéına se disuelve en una fase acuosa
de menor volumen (water ; W1). Ambas fases se ponen en contacto en un mismo recipiente y se
aplica una fuerza mecánica (en nuestro caso, por ultrasonidos a través de un sonicador de dedo)
necesaria para formar la emulsión. Aśı, una primera emulsión water-in-oil (W1/O) se forma.
Esta primera emulsión se pone en contacto con otra fase acuosa (W2), y también se somete
a sonicación para formar finalmente la emulsión doble W1/O/W2. El disolvente orgánico es
volátil y ligeramente miscible con la fase acuosa externa. De esta forma, en contacto con ella a
temperatura ambiente y agitación magnética, el disolvente orgánico difunde lentamente hacia
el exterior y se evapora. Tras un tiempo prolongado en constante agitación (3h), todo el disol-
vente orgánico ha salido al exterior y se ha evaporado. Sin embargo, el poĺımero que conteńıa,
incapaz de solubilizarse en un entorno acuoso, no lo ha hecho y precipita en forma de part́ıculas
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que contienen la protéına en su interior. Además, durante la śıntesis se adiciona un surfactante
(colato de sodio), con el fin de estabilizar la dispersión y evitar que las part́ıculas se aglomeren.
La Fig.3 recoge el proceso de śıntesis de las part́ıculas.
Figura 3: Esquema del protocolo de śıntesis por el método de emulsión doble. Tras la evapora-
ción del disolvente orgánico, las muestras se lavaron y se redispersaron en agua.
Tras la evaporación, las part́ıculas se someten a dos ciclos de centrifugación o lavados, de
manera que se separan de los restos de poĺımero y surfactante que pueda haber en la disolución.
3.4. Caracterización de las part́ıculas
Una vez obtenidas las muestras se llevó a cabo su caracterización. El primer paso consta
de una inspección visual para observar si aparecen o no precipitados. Si la muestra se puede
redispersar correctamente, se lleva a cabo una caracterización f́ısico-qúımica realizando diversas
pruebas:
3.4.1. Estimación de la concentración y el rendimiento de la reacción
La concentración (C) de las part́ıculas se determinó por diferencia de pesada. Un volumen
conocido (30 µL) de las muestras se adicionaba a pocillos previamente pesados y se calentaban
(80oC) hasta la evaporación del agua. Entonces se pesaban de nuevo los pocillos, que conteńıan
solamente ya las part́ıculas. Teniendo en cuenta la diferencia entre las pesadas y el volumen de
muestra adicionado, se calculaba la concentración según:
C(m/V ) =
masa pocillo lleno− masa pocillo vaćıo
volumen dispersión adicionado
(1)
El rendimiento de reacción (R) es el porcentaje de masa obtenido (masa de las part́ıculas)
con respecto a la adicionada inicialmente (poĺımero + protéına) según:
R( %) =
masa total NPs
masa PLGA + masa Lst
· 100 (2)
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3.4.2. Distribución del tamaño hidrodinámico
Hace referencia al tamaño de la esfera de hidratación, es decir, al de la part́ıcula y los iones
que quedan adheridos a la misma cuando se encuentra en dispersión. Se trata de una propiedad
clave a la hora de formular fármacos o terapias ya que informa del tamaño de las part́ıculas en
el medio en el que se van a usar.
Se utilizó para ello la técnica de dispersión dinámica de luz (Dinamic Light Scattering; DLS ).
En ella una luz láser es dispersada al atravesar la muestra debido al movimiento browniano de
las part́ıculas. Se trata del movimiento aleatorio de las mismas al difundir en el disolvente.
Aquellas más pequeñas se mueven y chocan con las moléculas del disolvente mucho más rápido,
mientras que las part́ıculas más grandes lo hacen de manera más lenta. Aśı, según el tamaño de
las part́ıculas, la luz se dispersa de manera diferente. Con un detector apropiado se recogen los
patrones de dispersión y se pueden correlacionar con el tamaño hidrodinámico, obteniendo aśı
el diámetro y distribución (a través del ı́ndice de polidispersidad) de las part́ıculas.
3.4.3. Determinación de la carga superficial
La carga superficial de las part́ıculas en la muestra da información acerca de su estabilidad en
el medio. Esta propiedad se puede cuantificar a través de la medida del potencial Z, una magnitud
que expresa la atracción o repulsión electrostática de las part́ıculas. Para su determinación se
utilizó la técnica de dispersión de luz electroforética, que aplica un campo eléctrico a la muestra
y relaciona la movilidad de las part́ıculas presentes con su carga.
3.4.4. Determinación de la morfoloǵıa y tamaño
Se determinó usando un microscopio electrónico de barrido (SEM). Las muestras se pre-
pararon adicionando una gota sobre un cubreobjetos de vidrio pegado a un portaobjetos y se
dejaron secar. Se llevaron al servicio de Microscoṕıas Avanzadas y alĺı se recubrieron de un ma-
terial conductor eléctrico (Pd), observaron y tomaron las imágenes. Posteriormente éstas fueron
analizadas con el software ImageJ (NIH) para obtener una distribución de tamaños.
3.5. Determinación de la cantidad de protéına encapsulada
La cuantificación de la cantidad de protéına encapsulada se llevó a cabo mediante el ensayo
del ácido bicincońınico (BCA), [58] utilizando para ello el kit de ensayo BCA Pierce (Thermo
Scientific). Se trata de un kit rápido que determina la cantidad total de protéına que hay en una
muestra al medir un cambio de color en ella. El fundamento del kit se basa en que las protéınas
en medio básico son capaces de reducir los iones Cu2+ presentes a Cu+. Si en el medio, además,
hay BCA, se forma un complejo de color morado con los iones Cu+, con un máximo de absor-
bancia a 562nm. Como el número de iones Cu+ que se producen (y, por tanto, la cantidad de
complejo morado) está directamente relacionado con la cantidad de protéına presente, es posible
cuantificarla. Para ello, con el kit primero se realiza una recta de calibrado de la absorbancia de
disoluciones de concentración conocida de una protéına modelo (Bovine Serum Albumin, BSA)
y luego se interpolan las medidas de absorbancia de muestras desconocidas. En éstas últimas,
los cambios de absorbancia respecto al blanco de la recta estarán directamente relacionados con
la cantidad de lisostafina presente. Para más información acerca del kit, se recomienda visitar el
Anexo II.
Con los resultados del ensayo de la BCA se pudo determinar de manera indirecta tanto la
Eficiencia de Encapsulación (EE) como el Drug Loading (DL) utilizando las Ec. (3) y
(4). La EE hace referencia al porcentaje de protéına que se logra encapsular con respecto al total
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de protéına añadida, mientras que el DL es el porcentaje de protéına encapsulada con respecto
a la masa total de las part́ıculas.
EE( %) =
masa de Lst encapsulada
masa de Lst añadida
· 100 (3)
DL( %) =
masa de Lst encapsulada
masa total de NPs
· 100 (4)
3.6. Actividad antimicrobiana de los sistemas particulados
El objetivo final de este trabajo era conocer la actividad antimicrobiana de las part́ıculas
sintetizadas y compararla con la actividad de la protéına libre. Lo que se pretend́ıa, pues, era
someter a las bacterias a las part́ıculas cargadas, de las que se conoceŕıa el perfil de liberación,
y ver si ejerćıan una actividad antimicrobiana sostenida en el tiempo. Sin embargo, como se
explica más adelante (apartado 4.4) esto no resultó posible.
De manera alternativa, se decidió realizar 3 śıntesis diferentes de part́ıculas PLGA-Lst y
someterlas a condiciones de liberación (37oC, agitación) durante diferentes tiempos (24h, 48h
y 6 d́ıas). Estas condiciones implican una degradación del PLGA que compone las part́ıculas,
liberando aśı su contenido al medio exterior. Se realizaron ensayos indirectos para determinar la
cantidad de la protéına encapsulada y, además, se formuló la hipótesis de que a las 24h se habŕıa
liberado el 100 % de lo contenido. De esta forma, enfrentando las bacterias con una cantidad
conocida de este medio, podŕıamos observar su actividad antimicrobiana y estimar cómo se
habŕıa llevado a cabo en realidad la liberación. Este experimento sólo se realizó con una cepa
bacteriana (S. aureus Newman) y en cultivo planctónico, siguiendo el protocolo ya explicado en
el apartado 3.2.
3.7. Análisis estad́ıstico
Para el análisis estad́ıstico de los resultados del crecimiento bacteriano (UFC/mL) se utilizó
el software GraphPad Prism. Con él se realizó un ANOVA de un factor (p<0,05; siendo el factor
la concentración de protéına) para determinar si las medias de las UFC/mL a cada concentración
difeŕıan significativamente respecto a la media UFC/mL control). El número de observaciones
(resultados analizados) a cada concentración fue de N=12. En el Anexo III se encuentran los
ficheros de salida del análisis.
4. Resultados y discusión
4.1. Actividad antimicrobiana de la protéına libre
En lo sucesivo se muestran las gráficas que resumen los datos de crecimiento bacteriano
(UFC/mL) obtenidos a partir de los experimentos realizados al enfrentar la protéına libre frente
a cada una de las cepas bacterianas.
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4.1.1. En cultivo planctónico
Figura 4: Resultados de los ensayos en cultivo planctónico representados como la UFC/mL
media ± SD (N=12). ∗Significativamente diferentes con respecto a la media control (p<0,05).
Como era de esperar, se observa cómo a mayor concentración de protéına el crecimiento
bacteriano es menor. Además, el comportamiento de las tres cepas frente a la protéına en cultivo
planctónico es muy similar. En todas ellas se encontró que la concentración mı́nima inhibitoria
fue de 0,50 µg/mL de lisostafina, mientras que la concentración bactericida mı́nima fue 0,75
µg/mL.
4.1.2. En biofilm
Se muestran los resultados de la acción del compuesto sobre el crecimiento bacteriano antes
y después de formar el biofilm.
• Antes de formar el biofilm:
Figura 5: Resultados de los ensayos al añadir la protéına previamente a la formación del biofilm
representados como la UFC/mL media ± SD (N=12). ∗Significativamente diferentes con respecto
a la media control (p<0,05).
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En el caso de la acción de la lisostafina antes de formar el biofilm es posible confirmar que, en
todas las cepas estudiadas, ejerce una reducción en su formación, llegando incluso a prevenir to-
talmente su formación. Además, al igual que ocurŕıa con el cultivo planctónico, se observa cómo
a mayor concentración de protéına, menor es el crecimiento bacteriano. Aunque las tres cepas
no presentan exactamente el mismo comportamiento, śı que muestran una tendencia similar. En
todas ellas la concentración necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano fue mayor que en el
caso del planctónico, como se podŕıa esperar debido a la protección que ejerce la estructura del
biofilm. En la siguiente tabla se resumen los valores de MIC y MBC para las distintas bacterias:
Tabla 1: Concentraciones mı́nimas inhibitoria (MIC) y bactericida (MBC) encontradas para
cada cepa antes de formar el biofilm.
Asimismo, también se quiso visualizar la acción que ejerce el compuesto en la formación del
biofilm examinándolo en el microscopio de fluorescencia invertido tras la tinción con blanco de
calcoflúor. Las imágenes que se muestran a continuación (Fig. 6) permiten observar la reducción
en el biofilm a la concentración inhibitoria mı́nima de lisostafina.
(a) Control (b) Con protéına
Figura 6: Imágenes de fluorescencia (40x) del biofilm de S. aureus Newman formado sin añadir
protéına (a) y tras añadirla (1,50 µg/mL) (b).
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• Después de formar el biofilm:
Figura 7: Resultados de los ensayos al añadir la protéına después de la formación del biofilm
representados como la UFC/mL media ± SD (N=12). ∗Significativamente diferentes con respecto
a la media control (p<0,05).
Como se observa en la Fig. 7, el comportamiento de las bacterias al añadir el compuesto una
vez formado el biofilm difiere de los anteriores. La protéına śı que consigue inhibir el crecimiento
celular pero para las concentraciones probadas no ejerce una actividad bactericida tal que eli-
mine la totalidad del biofilm. Esto se puede explicar debido a que, cuando existe lisostafina en
el medio, ésta ejercerá su poder bactericida, y es probable que el biofilm no se forme de manera
ı́ntegra en algunas zonas. Sin embargo, si el biofilm ya ha sido preformado, existe una fuerte
barrera f́ısica que confiere protección antes de adicionar la protéına, por lo que su efecto se ve
limitado. En este caso también se observa que, una vez alcanzada la MIC, no se aprecia una
reducción en el crecimiento bacteriano a mayor concentración de protéına, salvo para el caso de
S. aureus Newman. La MIC encontrada fue de 15 ug/mL para las tres cepas.
Hasta la fecha no se han encontrado en la literatura estudios que comparen la acción de la
lisostafina en los tres cultivos diferentes (planctónico, antes y después de formar el biofilm), por lo
que sólo se van a exponer algunos ejemplos de referencias encontradas que ayuden a ejemplificar
la coherencia de los resultados arriba expuestos. En 2005 se publicó un estudio realizado con
13 cepas de S. aureus a las que se les añadió distintas concentraciones de lisostafina tanto en
cultivo planctónico como en biofilm preformado. Para el cultivo planctónico, la MIC determinada
variaba entre 0,125-0,500 µg/mL, con una excepción de 0,063 µg/mL y otra de 32 µg/mL. Para
el biofilm preformado, en más de la mitad de las cepas probadas la MIC se encontraba entre
4-32 µg/mL, mientras que en el resto de las cepas, se exced́ıa la máxima concentración de
lisostafina probada (64 µg/mL). [59] Otro estudio comparaba la acción de la protéına frente
a distintas cepas de S. aureus en planctónico (con una MIC de 0,002-32 µg/mL) y en biofilms
formados en superficies de distintos materiales (poliestireno, policarbonato y vidrio; MIC entre 1-
50 µg/mL). [60] En otra investigación determinaron la MIC de lisostafina para varias cepas de S.
aureus en 3,9-50 µg/mL, y observaron cómo, para una de las cepas, la acción de la lisostafina en
concentración 0,4 µg/mL consegúıa deshacer más del 50 % del biofilm formado. [61] Aunque no se
pueden comparar los resultados cuantitativamente porque no se cumplen las mismas condiciones
experimentales, los resultados de nuestro estudio van en la misma ĺınea que los de los estudios
mencionados, con MICs muy bajas para los cultivos planctónicos (µg/mL) y mayores para los
cultivos en biofilm debido al carácter protector del mismo.
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4.2. Śıntesis y caracterización de part́ıculas PLGA-Lst
La śıntesis de las part́ıculas con lisostafina en su interior supuso un reto debido, principal-
mente, a dos factores: por una parte, nunca se hab́ıa trabajado con esta protéına en el grupo de
investigación y, por otra, la falta de referencias en la literatura sobre śıntesis de part́ıculas con
lisostafina en su interior producidas por el método de emulsión doble. Por ello, desde el primer
momento se intentó adaptar un método utilizado con anterioridad en el grupo de investigación,
pero los problemas no tardaron en surgir. En la Tabla 2 se muestra un resumen de las pruebas
realizadas (ver Anexo II) donde se refleja también la cronoloǵıa de esta parte del trabajo:
Tabla 2: Resumen de las pruebas de śıntesis realizadas hasta llegar al protocolo final.
El protocolo final, por tanto, comprend́ıa la formación de part́ıculas por el método de emul-
sión doble W/O/W, como se explicó en la sección 3.3 de la memoria. A continuación se muestran
los resultados de la caracterización de las part́ıculas sintetizadas en base a este método.
La aparición de precipitados en aquellas muestras con lisostafina supuso un problema cons-
tante en la caracterización de las mismas y, en algunos casos, resultaba incompleta. Para obtener
los datos de caracterización de la Tabla 3 fue necesario dejar que las muestras con protéına se-
dimentasen lo máximo posible antes de analizarlas. En un primer momento se pensó que la
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aparición de precipitados (Fig. 8) era debida a que las part́ıculas no se llegaban a formar. Sin
embargo, esta razón perdió peso al ver las imágenes de SEM. En ellas, las part́ıculas śı que se
véıan formadas, aunque con diferencias evidentes respecto al control. Los precipitados podŕıan
atribuirse quizás a restos de poĺımero derivados de una interacción entre la protéına y algún
componente de la śıntesis, lo que provocaŕıa también rendimientos de reacción más bajos (como
se observa en la Tabla 3).
Figura 8: Fotograf́ıa de las muestras de part́ıculas con lisostafina (izda) y control (dcha) re-
dispersadas una vez finalizada la śıntesis. La flecha indica la formación de precipitados en la
muestra con protéına.
Tabla 3: Resumen de los datos de caracterización de todas las muestras tras la śıntesis.
En cuanto a los datos de potencial Z, que da idea de la carga superficial de las part́ıculas en
el medio, tanto la śıntesis control como aquella con lisostafina muestran valores similares. Por el
contrario, tanto el tamaño hidrodinámico como el ı́ndice de polidispersidad resultan en valores
más altos para la śıntesis que conteńıa lisostafina.
En la siguiente figura (Fig. 9) se muestran, a modo de ejemplo, algunas de las imágenes ob-
tenidas por microscoṕıa SEM correspondientes a una muestra de śıntesis control (sin lisostafina)
y otra con protéına. También se expone el histograma de tamaños de part́ıcula asociados a esas





Figura 9: Imágenes de SEM (50000x) e histogramas de tamaño asociados de las part́ıculas
(control (a, b y c) y con protéına (d, e, f)) sintetizadas.
Para las distribuciones de tamaño de esas muestras, el tamaño medio (N=150) de las part́ıcu-
las control fue de 149,6 ± 33,9 nm, mientras que el de la muestra con lisostafina fue de 172,7 ±
53,6 nm.
Como se ha mencionado, las imágenes muestran diferencias entre las part́ıculas control y
aquellas con protéına. Estas diferencias son tanto morfológicas (aquellas con la protéına pierden
esfericidad, son algo más irregulares) como de tamaño y polidispersidad de las muestras. Aśı, en
las śıntesis que conteńıa lisostafina se observa una mayor variación de tamaños, con part́ıculas
de más de 300 nm de diámetro. En general, estos datos concuerdan cualitativamente con los
mostrados en la Tabla 3.
4.3. Determinación de la cantidad de protéına encapsulada
La cuantificación de la protéına en las part́ıculas tampoco resultó sencilla ya que se part́ıa
de una masa total de protéına adicionada a la śıntesis muy baja. Ello se deb́ıa, principalmente,
a su alto coste, y al hecho de que ya se hab́ıa determinado una alta actividad bactericida para
la protéına libre a bajas concentraciones. En primera instancia, se quiso utilizar la técnica de
espectroscoṕıa de absorción ultravioleta-visible (UV-Vis). Para ello, se realizó un espectro de
absorción a diferentes concentraciones de lisostafina con el fin de poder realizar una recta de
calibrado que relacionase la concentración de protéına en la muestra con la absorbancia de la
misma. La siguiente figura muestra el espectro de absorción obtenido:
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Figura 10: Espectro absorción de la lisostafina a diferentes concentraciones. También se muestra
la absorción de una muestra de part́ıculas sin la protéına (NPs control).
Como muchas otras protéınas, la lisostafina muestra un pico caracteŕıstico a 280 nm (pre-
sencia de aminoácidos aromáticos) y también a 200 nm (enlace pept́ıdico). Ambos pueden estar
ligeramente desplazados debido a la polaridad del disolvente. [62] Se observa que a bajas con-
centraciones la señal es mı́nima (0,1 para la concentración de 10 µg/mL). De hecho, también
se intentó determinar para concentraciones menores de protéına pero no fue posible. Asimismo,
en la misma región donde aparecen los picos de absorbancia de la protéına también absorben
otros componentes orgánicos de la śıntesis, como el poĺımero, como se observa en el espectro
correspondiente a la dispersión de part́ıculas control. Por todo esto, fue necesario utilizar otro
método que permitiese cuantificar la protéına tras el proceso de śıntesis.
Alternativamente se utilizó un kit rápido espećıfico para la detección de protéınas (ensayo de
la BCA; ver Anexo III). Con él es posible interpolar la señal obtenida al analizar las muestras
en una recta de calibrado de la protéına modelo (BSA) y aśı obtener la concentración de la
protéına en las muestras analizadas. La Fig. 11 muestra a modo de ejemplo la recta de calibrado
obtenida con el kit :
Figura 11: Recta de calibrado de BSA utilizada para determinar la concentración de lisostafina
presente en las muestras.
Para el análisis de las muestras, primero se analizaron los sobrenadantes (cuantificación
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indirecta por diferencia con respecto a la cantidad de protéına adicionada inicialmente). En todos
los casos, la absorbancia de las muestras se encontraba en torno al segundo punto de la recta de
calibrado (5 µg/mL) y, por tanto, la señal de absorbancia obtenida era muy baja y cercana al
cero. La cantidad de lisostafina añadida a la śıntesis en el protocolo final fue de 400 µg. El análisis
promedio de todas las muestras de sobrenadantes analizadas dio como resultado una cantidad
de protéına determinada de 362,7 ± 49,5 µg. Se intentó también determinar directamente la
cantidad de la protéına en el interior de las part́ıculas pero esto no fue posible debido al ĺımite
de detección del kit de BCA (la concentración era menor de lo que se pod́ıa detectar).
4.4. Actividad antimicrobiana de los sistemas particulados
Debido a la imposibilidad de cuantificar directamente el perfil de liberación de la protéına
en el tiempo, se decidió llevar a cabo un experimento alternativo para tratar de estimar cómo se
lleva a cabo la liberación. Para ello, se realizaron varias śıntesis de part́ıculas PLGA-Lst, cuyos
datos de Eficiencia de Encapsulación y Drug Loading pueden consultarse en la Tabla 4.
Tabla 4: Datos de eficiencia de encapsulación (EE) y drug loading (DL) de las tres śıntesis
realizadas para el experimento de liberación. Ambos fueron determinados de manera indirecta.
Atendiendo a estos resultados, se calcularon los volúmenes de medio de liberación necesarios
para enfrentar a las bacterias a la concentración de MBC y 3MBC del cultivo planctónico. Es
decir, si se tiene en cuenta la cantidad de protéına encapsulada en cada śıntesis (DL), y la
hipótesis de que el 100 % de lo encapsulado se habŕıa liberado a las 24h resultaba cierta, las
bacterias se sometieron a concentraciones de 0,75 y 2,25 µg/mL de protéına (MBC y 3MBC
de la protéına libre para S. aureus Newman en el cultivo planctónico). Los resultados de este
experimento se muestran en la siguiente figura.
Figura 12: Resultado del experimento consistente en enfrentar S. aureus Newman con lo libe-
rado por las part́ıculas. Se muestran como UFC/mL media ± SD (N=12). No se encontraron
diferencias significativas con respecto a la media control (p > 0,05).
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Además del control de bacterias, se realizó también un control con lo liberado por part́ıculas
control durante 6 d́ıas (en la gráfica, Control NP), es decir, part́ıculas que no conteńıan pro-
téına. No se observan diferencias significativas entre ambos controles, lo que confirma que los
productos de degradación del PLGA no afectan al crecimiento bacteriano.
Los resultados representados en la Fig. 12 muestran además que no ocurre una reducción
en la viabilidad celular para ninguno de los tiempos de liberación y concentraciones probadas.
Estos datos nos llevan a pensar que durante la śıntesis de las part́ıculas, la protéına podŕıa
haber perdido su potencial bactericida, fruto de una degradación de la misma en algún paso
de la śıntesis. También podŕıa darse el caso de que las part́ıculas no contuviesen protéına en su
interior, es decir, que en ningún momento se hubiera encapsulado. Los argumentos que sostienen
esta suposición son varios. Por un lado, en el caso probable de que el 100 % de la liberación no
hubiera ocurrido a las 24h, śı que cabŕıa esperar la liberación de la mayor parte del compuesto
encapsulado tras 6 d́ıas. Además, ni siquiera para una concentración que triplica la concentra-
ción de lisostafina libre necesaria para eliminar todas las bacterias en el cultivo planctónico se
observa una leve reducción del crecimiento bacteriano para ninguno de los casos. Asimismo, no
hay que olvidar que en todos los casos la cantidad de protéına encapsulada fue determinada
de manera indirecta, analizando los sobrenadantes de la śıntesis y no las part́ıculas, y que, en
cualquier caso, lo que se habŕıa encapsulado en toda la śıntesis es una cantidad muy pequeña.
Podŕıa ser que la cantidad encapsulada, que la defińıamos como la diferencia entre lo adicionado
al comienzo de la śıntesis y lo determinado en el sobrenadante final, no se encuentre en realidad
dentro de las part́ıculas, sino que se haya perdido con los sucesivos lavados o en los precipitados
encontrados en aquellas śıntesis que conteńıan la protéına.
Cabe, pues, preguntarse cuál es el motivo por el cual la śıntesis no ha sido lograda con éxito.
Parece ser que la aparición de agregados o precipitados es el resultado de la pérdida de esta-
bilidad de las protéınas, y resulta ser uno de los inconvenientes más frecuentes en el desarrollo
de tratamientos farmacológicos que incluyan estos compuestos. No sólo seŕıan inactivos desde
el punto de vista terapéutico, sino que además, la mera presencia de estos agregados aún en
pequeñas cantidades puede causar reacciones inmunológicas adversas y suponer un riesgo para
el paciente. Este problema puede surgir tanto durante la śıntesis de los compuestos como en la
liberación de la protéına al medio exterior. En él pueden influir factores como el pH, la tempe-
ratura o los iones presentes. [63] En nuestro caso, la inestabilidad de la protéına podŕıa aparecer
durante el proceso de śıntesis de las part́ıculas, bien al cargar la protéına o bien al formar las
part́ıculas finales [64], y seŕıa, entonces, inherente al método utilizado (emulsión).
El motivo más habitual de la inestabilidad proteica surgida en los procesos de emulsión recae
en la formación de la interfaz acuosa-orgánica. [65–69] Las protéınas son cadenas de distintos
aminoácidos unidas entre śı por enlaces pept́ıdicos. Generalmente, en la estructura terciaria (es-
to es, tridimensional) de las protéınas, los aminoácidos hidrof́ılicos (con afinidad por el entorno
acuoso) se encuentran en el exterior, mientras que aquellos hidrofóbicos quedan orientados hacia
el interior. Al poner en contacto los disolventes orgánico y acuoso las protéınas tienden a que-
darse adsorbidas justo en la interfaz entre ambas fases y su conformación estructural cambia. De
este modo, aquellos aminoácidos que antes se encontraban en el interior de la protéına, ahora
se encuentran orientados hacia la fase orgánica, por la que tienen afinidad. Algo similar ocurre
con los residuos hidrof́ılicos y la fase acuosa. Aśı, la protéına, que ha cambiado su estructura,
se encuentra ahora desplegada (desnaturalizada). [70] La acumulación de moléculas de protéına
que se encuentran total o parcialmente desplegadas hace que cada vez sea más dif́ıcil volver a la
estructura inicial (se impide el plegamiento) y se forman agregados de protéınas unidas entre śı
que precipitan. Este proceso es irreversible en la mayoŕıa de los casos. Además de la adsorción
y despliegue de las protéınas, otro factor del proceso de emulsión que puede afectar a la estabi-
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lidad proteica es el grado de fuerza aplicado para formar la emulsión. Por ejemplo, la aplicación
de la fuerza mediante sonicación genera burbujas de gas que colisionan con las moléculas de
la disolución con mucha enerǵıa. Esto provoca que se formen entornos con altas temperaturas
muy localizados. Con el aumento de la temperatura, las protéınas presentes son más propensas
a desnaturalizarse y precipitar. [71].
Aunque estos han sido algunos de los motivos más reportados como causantes de fallos en
la śıntesis de part́ıculas cargadas con protéınas, no tendŕıa sentido achacar el fallo de nuestra
śıntesis a una causa en concreto, puesto que no se han realizado las pruebas suficientes para
ello. Hay que tener en cuenta que en toda la śıntesis hay multitud de variables que pueden
afectar. La concentración de protéına en la fase acuosa, el volumen de la fase orgánica o incluso
la velocidad a la que se ponen en contacto ambas fases también pueden influir en la estabilidad
de la protéına. [72] Nos limitaremos a decir que lo más probable es que factores inherentes a
la śıntesis hayan degradado la protéına y, debido a ello, los sistemas sintetizados no muestran
actividad bactericida en las condiciones probadas.
5. Conclusiones
A continuación se exponen las conclusiones derivadas de los resultados discutidos anterior-
mente. En cuanto a los objetivos espećıficos del trabajo:
Se ha evidenciado un carácter bactericida de la protéına muy potente en los experimentos
con lisostafina libre, hechos que concuerdan con los expuestos en la literatura.
En las circunstancias del estudio, la lisostafina ha demostrado ser igual de eficaz para matar
cepas ya sensibles a la meticilina (Newman) o incluso resistentes a ella (USA300), lo que
la convierte en una terapia alternativa prometedora para el tratamiento de infecciones
mediadas por bacterias resistentes respecto a los antibióticos convencionales.
La lisostafina ha conseguido prevenir la formación del biofilm para las tres cepas bacteria-
nas en las condiciones probadas, lo que conduce a pensar que su uso podŕıa ser especialmen-
te beneficioso para el tratamiento de infecciones crónicas de la piel, donde la prevalencia
de estos biofilms es muy alta. Asimismo, su uso podŕıa extenderse a los recubrimientos de
materiales como prótesis o implantes, donde aparecen biofilms con facilidad.
El biofilm formado dota de una protección muy fuerte frente a la actividad antimicrobiana
de la protéına, lo que impide que la protéına lo elimine aún encontrándose en concentra-
ciones muy altas.
Se desconoce si la pérdida de la actividad bactericida en los sistemas particulados sinte-
tizados se debe a una degradación de la protéına en las condiciones de śıntesis o a la no
encapsulación de la misma.
El método utilizado con las condiciones probadas no ha resultado ser útil para la śıntesis
de sistemas poliméricos de liberación sostenida de lisostafina.
En cuanto a los objetivos académicos del trabajo:
Se ha estudiado y comprendido el problema de las infecciones crónicas de piel y cómo de
necesaria es la búsqueda de nuevas alternativas a los antibióticos para evitar el problema
de la adquisición de resistencias.
Se ha aprendido a trabajar en laboratorios microbiológicos y se ha complementado con
el trabajo de śıntesis y caracterización de sistemas nanoestructurados, donde se han visto
aplicados los conocimientos adquiridos durante la especialidad de Biomateriales Avanza-
dos. De esta manera, se ha visto evidenciado el carácter multidisciplinar del máster.
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Aunque los resultados no han sido los deseados, se ha desempeñado un trabajo experi-
mental exhaustivo, donde se han afrontado nuevos retos y se ha aprendido a lidiar con la
frustración derivada de la investigación.
6. Ĺıneas futuras
En cuanto a la continuación del presente trabajo, es necesario tener en cuenta las limitaciones
con las que nos hemos encontrado. En la ĺınea de comprobar si la lisostafina se encuentra
degradada en el interior o fuera de las part́ıculas, se llevará a cabo una técnica de caracterización
estructural de la misma (por ejemplo, por dicróısmo circular o por la técnica de western blot)
para las muestras y sobrenadantes. Asimismo, con el objetivo de aumentar la sensibilidad en
la determinación la cantidad de protéına presente en las muestras, éstas se pueden analizar
mediante espectrometŕıa de masas MALDI-TOF. Si no se dispone del equipo, también se puede
marcar la protéına, por ejemplo con un radioisótopo o con una sonda fluorescente. Asimismo, se
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